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Abstract

This study was conducted to investigate the anti-RSV activities of crude methanol and aqueous extracts
prepared from Centaurea kotschyi (Boiss. Et Heldr.) Hayek var. decumbens Wagenitz plant species grown
in Turkey. Extracts were tested by means of the colorimetric XTT assay. The EC50 was defined as the
concentration required to achieve 50% protection against virus-induced cytopathic effects, and the
selectivity index (SI) was determined as the ratio of CC50 (concentration of 50% cellular toxicity) to
EC50. Results showed that methanol extract of Centaurea kotschyi var. decumbens (EC50: 27.10 pg/ml
and SI: 25.31) and its aqueous extract (EC50: 22.00 pg/ml and SI: 40.96) had anti-RSV activity in
comparable rates to ribavirin (EC50 = 4.19 pg/ml, SI = 27.92) used as a positive control against RSV.
The cell cytotoxicity test showed that both of the extracts tested had higher CC50 values than the EC50
values. As a result, we can say that both extracts deserve further study in order to be developed as an
alternative to ribavirin that is commonly used clinically against RSV. This work is the first report for
anti-RSV activity of Centaurea kotschyi var. decumbens.
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Centaurea Kotschy1 (Boiss et Heldr.) Hayek Var. Decumbens
Wagenitz’in In Vitro Anti-RSV Aktivitesinin
Degerlendirilmesi

Ozet

Bu ¢alisma, Tiirkiye’de yetisen Centaurea kotschyi (Boiss. Et Heldr.) Hayek var. decumbens Wagenitz
bitki tiirinden hazirlanan kaba metanol ve su ekstraktlarmm anti-RSV aktivitesini incelemek amaciyla
yapilmistir. Ekstraktlar kolorimetrik XTT testi araciligiyla test edilmistir. Virusun neden oldugu sitopatik
etkilere karst %50 koruma saglayan konsantrasyon ECS50 olarak tanimlanmis ve %350 hiicresel
sitotoksisite konsantrasyonunu gosteren CC50°nin EC50’ye orani olarak da segicilik indeksi (SI)
belirlenmistir. Test sonuglari, Centaurea kotschyi var. decumbens metanol ekstraktinm (EC50: 27.10
pg/ml and SI: 25.31) ve su ekstraktmm (EC50: 22.00 ug/ml and SI: 40.96) RSV ye kars1 pozitif kontrol
olarak kullanilan ribavirin (EC50 = 4.19 pg/ml, SI =27.92) ile mukayese edilebilir oranlarda anti-RSV
aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur. Hiicre sitotoksisite testi, test edilen ekstraktlarin her ikisinin
de, EC50 degerlerinden daha yiiksek CC50 degerlerine sahip oldugunu gostermistir. Sonug olarak, her
iki ekstraktin da RSV’ye karsi klinikte yaygin olarak kullanilan ribavirine karsi alternatif olarak
gelistirilebilmeleri i¢in daha ileri ¢aligmalara layik oldugunu sdyleyebiliriz. Bu ¢alisma, Centaurea
kotschyi var. decumbens’in anti-RSV aktivitesine yonelik ilk rapordur.

Anahtar Kelimeler: Centaurea kotschyi var. decumbens, metanol ekstrakti, anti-RSV aktivite.
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1. Giris

Viruslarin neden oldugu akut respiratuvar enfeksiyonlar, diinyanin her yerinde ¢ocuklarda morbidite ve
mortalitenin baslica sebebidirler. Respiratory syncytial virus (Respiratuvar sinsityal virus, RSV),
bebeklerde, gen¢ ¢ocuklarda ve hatta erigkinlerde bile pndmoni ve brongiyolitin en Onemli
sebebidir(Treanor ve Falsey, 1999). RSV, bagisikligi baskilanmis popiilasyonlarda tahripkar da
olabilmektedir(Wyde ve ark., 1998). Ayrica, tekrarlayan enfeksiyonlar, dogal olarak kazanilmig
immunitenin uzun stireli koruma saglamadigini1 gosteren yaygin bir olgudur(Dubovi ve ark., 1981).
RSV’ye etkili as1 gelistirme girisimleri basarisiz olmustur(Wyde ve ark., 1998). Kaldi ki, bu asilardan
birisi kabul gorse bile, bu agi, RSV’ye duyarli bazi populasyonlarda, drnegin, ¢ok kiiciik bebeklerde ve
bagisikligi baskilanmis bireylerde uygun olmayabilmektedir (Wyde ve ark., 1998). Ribavirin (RBV) ve
yiiksek titreli RSV-spesifik ndtralizan antikorlar1 iceren immunglobulinler, gliniimiizde RSV
enfeksiyonlarmin tedavisi ve dnleminde kullanimlar1 kabul gérmiis antivirallerdir (Kneyber ve ark.,
2000). Bununla birlikte, bunlarm her ikisi de ucuz ve tatbiki kolay olmayan preparatlardir. RBV ’nin
intravendz yolla verildiginde miyelositotoksik oldugu bildirilmis ve bu nedenle de sadece kiigiik aerosol
partikiiller halinde kullanimma izin verilmistir(Smith ve ark., 1991). ilaglarm hastalara, 6zellikle
bebeklere ve cocuklara aerosol uygulanmasi, evde beceriyle kullanilmasi ve kontrolii bakimindan
olduk¢a giigliik gostermekte ve bu nedenle de hastalarin kemoterapi igin hastanelere gitmesi
gerekmektedir. RSV’nin 6nlemi icin kullanilabilir asinin olmayist ve sadece siddetli enfeksiyonlarda
kullanilan tek bir antiviral etkenin (ribavirin) bulunmasi, ¢ocuk hekimliginde hala sorun teskil
etmektedir. Bu yiizden, oral veya parental olarak uygulanabilen 6zgiin anti-RSV ilaclarin gelistirilmesi
gerekmektedir(Ma ve ark., 2002). Dogal iirlinlerin 6ncli molekiillerin 6nemli bir kaynagi oldugu
kanitlanmig ve antiviral aktivitesi olan bitki orijinli pek ¢ok ekstrakt ve bilesik bildirilmistir (Kitazato ve
ark., 2007).

Tiirkiye’de yetisen bitkilerin bilyiik cesitliligi, dogal bir kaynaktan 6zgiin antiviral bilesikler bulma
konusunda ilging firsatlar sunmaktadir. Centaurea L. (Asteraceae) cinsi, biitiin Anadolu yarimadasina
yayilmisg, % 61°i endemik olan, Tiirkiye florasindaki yaklagik 181 tiirii i¢ine almaktadir(Wagenitz, 1975)
ve farmakolojik yonden son derece iimit vericidir. Centaurea tiirleri halk hekimliginde tek basma veya
diger bitkilerle birlikte antidiyabetik, antidiyareik, antiromatizmal, antienflamatuvar, kolagog, koleretik,
dijestif, stomasik, diiiretik, adet soktiiriicii, astrenjan, hipotonsif, antipiretik, sitotoksik, antibakteriyel
amaclarla kullanilmaktadir(Orallo ve ark., 1998). C. pulchella, C. drabifolia ve C. solstitialis’in Tiirk
halk hekimliginde ¢ibanlari, hemoroidleri, peptik iilserleri, soguk algmmligini ve en 6nemlisi ¢ocuklarin
dudaklar1 etrafindaki herpes infeksiyonlarini tedavi etmede kullanildig: bildirilmektedir(Sezik ve ark.,
2001). Centaurea tiirlerinin kimyasal bilesimi iizerinde yapilan arastirmalar sonucunda bu tiirlerin
flavonoit ve seskiterpen laktonlar bakimindan zengin bir igeriginin bulundugu saptanmistir. Bunlarin
yani sra antosiyaninler, aromatik asitler, fitosteroller, alkaloitler gibi degisik yapilara da rastlamak
miimkiindiir(Aslan ve Oksiiz, 1999). Centaurea tiirlerinin antifungal(Skaltsa ve ark., 2000),
antibakteriyel(Yesilada ve ark., 1999), sitotoksik(Lonergan ve ark., 1992), antipiretik(Akbar ve ark.,
1995), antimalaryal(Sathiyamoorthy ve ark., 1999), antiiilserojenik(Yesilada ve ark., 1993; Yesilada ve
ark., 1999), hipoglisemik(Ivorra ve ark., 1990) ve antifitoviral(Rusak ve ark., 1997) etkilerine dair ¢ok
sayida arastirma bulunmasima ragmen, antiviral(Ozgelik ve ark., 2009; Uzuncar ve Duman, 2016) etkileri
hususunda gok az sayida arastirma bulunmakta, RSV’ye kars1 antiviral etkileri konusunda ise hig ¢aligma
bulunmamaktadir.

Ulkemizde énemli bir yeri olan Centaurea cinsinin degisik kisimlarmin gerek halk arasindaki kullanilisi
ve gerekse literatiirlerde belirtilen ulusal ve uluslararasi bir ¢ok biyolojik aktivite ¢aligmalarmin yapilmis
olmasi goz dniine alinacak olursa, Tiirkiye’ye endemik bir Centaurea tiirii olan Centaurea kotschyi var.
decumbens’den yeni antiviral bilesikler gelistirme konusunda yararlanilabilecegi anlasilmaktadir. Bu
calisma, Centaurea kotschyi var. decumbens’den elde edilen metanol ve su ekstraktlarmin RSV ’ye karst
antiviral aktivitesini degerlendirmek amaciyla yapilmistir. Tibbi bitkilerden biri olan Centaurea L.,
Asteraceae familyasina ait bir cinstir ve Tiirkiye’de % 61’1 endemik olan 181 tiirii vardir(Wagenitz,
1975). Bitki, peygamber ¢igegi, zerdali dikeni, ¢oban kaldiran, Timur dikeni gibi Tiirk¢e isimlerle
bilinmektedir(Wagenitz, 1975). C. pulchella, C. drabifolia ve C. solstitialis’in Tiirk halk hekimliginde
apseleri, hemoroidleri, peptik {lserleri ve soguk algmligini tedavi etmede kullanildig:
bildirilmektedir(Sezik ve ark., 2001). Centaurea’nin bilesenleri esas olarak flavonoidler(Akkal ve ark.,
2003), lignan glikozitler(Gousiado ve Skaltsa, 2003) ve son zamanlarda dahil edilen seskiterpen
laktonlardir(Ozgelik ve ark., 2009). Centaurea tiirlerinin biyolojik aktiviteleriyle ilgili ¢ok sayida
arastirma yapilmustir. Yapilan bu arastirmalarla; Centaurea’larm antiviral(Ozgelik ve ark., 2009; Uzuncar
ve Duman, 2016), antifitoviral(Rusak ve ark., 1997), antifungal(Skaltsa ve ark., 2000),
antibakteriyel(Yesilada ve ark., 1999), sitotoksik(Koukoulitsa ve ark., 2002), antiplazmodiyal(Medjroubi
ve ark., 2005) aktiviteleri oldugu gosterilmistir.

100|Page
www.iiste.org


http://www.iiste.org/

International Journal of Scientific and Technological Research www.iiste.org
ISSN 2422-8702 (Online), DOI: 10.7176/JSTR/5-5-11 l's.i-'
Vol.5, No.5, 2019 IS'E

Rusak, Krajacic ve Plese(Rusak ve ark., 1997), C. rupestris’in ¢igek ve yaprak ekstrelerinin yani1 sira bu
ekstrelerden izole ettikleri kersetagenin-3’-metileter’in antifitoviral etkilerini Tomato Bushy Stunt Virus
(TBSV)’u ile enfekte edilmis iki Nicotiana tiirii iizerinde incelemiglerdir. inceleme sonucunda;
flavonoitlerin, virus enfeksiyonunun baglamasini engelleyerek antifitoviral aktivite gosterebilecegini
tespit etmislerdir. Ozcelik, Giirbiiz, Karaoglu ve Yesilada(Ozcelik ve ark., 2009), Centaurea solstitialis
L. ssp. solstitialis (Asteraceae)’den izole ettikleri ii¢ seskiterpen laktonun (centaurepensin, klorojanerin
ve 13-asetil solstitialin A) HSV-1 ve Parainfluenza virus (PIV)’una karsi antiviral etkilerini
aragtirmiglardir. Arastirma sonucunda; 13-asetil solstitialin A’nin 16 ve 0.00006 pg/ml’lik maksimum ve
minumum konsantrasyon degerleriyle referens etken asiklovir (ACV) ile ayni oranda HSV-1’e kars1
antiviral aktivitesi oldugunu tespit etmislerdir. Uzuncar ve Duman(Uzuncar ve Duman, 2016) tarafindan
yapilan bir calismada, C. kotschyi var. decumbens’den elde edilen metanol ve su ekstraktlarmin HSV-
1’e karsi, swrastyla, 3.63 ve 1.25 secicilik indeksleriyle antiviral etkiye sahip oldugu gdsterilmistir.
Bebekler, kiiciik ¢ocuklar ve yetiskinlerde alt solunum sistemi enfeksiyonlarinin en 6nemli sebebi
RSV’dir(Falsey ve Walsh, 2000). RSV bir yasindan kii¢iik bebeklerde solunum sisteminin en 6nemli
viral patojenidir(Collins ve Crowe, 2007). RSV enfeksiyonu ve reenfeksiyonu yagamin ilk birkag yilt
sirasinda sik goriilmektedir(Collins ve Crowe, 2007). Bu nedenle, 24 ay boyunca enfekte kalan ¢ocuklar,
hemen hemen iki enfeksiyona da maruz kalmiglardir(Collins ve Crowe, 2007). Etkili tedavi yontemlerine
oldukga fazla ihtiya¢ duyulmaktadir. Bununla birlikte, RSV nin neden oldugu siddetli alt solunum yolu
enfeksiyonunu kontrol etmek amaciyla sadece destekleyici tedavi uygulanmaktadir(Collins ve Crowe,
2007). RBYV, inosin monofosfat (IMP) dehidrojenazin inhibitdrii olan bir guanozin analogudur. RBV,
viral transkripsiyondaki erken olaylar1 engellemekte ve riboniikleoprotein sentezini inhibe
etmektedir(Wray ve ark., 1985). RBV deneysel olarak enfekte edilen hayvanlarda etkili olmasina
ragmen, RSV tedavisinde ¢ok az etki gostermistir(Collins ve Crowe, 2007). Palivizumab (Synagis) RSV
enfeksiyonunun 6nlenmesinde etkilidir(Collins ve Crowe, 2007). Ancak, ¢ok masraflidir ve varolan bir
enfeksiyonun tedavisinde etkili degildir(Collins ve Crowe, 2007). Bu nedenle, etkili kemoterapdtik
ajanlara hala acil olarak ihtiya¢ duyulmaktadir(Wray ve ark., 1985).

2. Gere¢ ve Yontem

2.1. Bitki materyali

Anti-RSV aktiviteleri yoniinden arastirilmig olan Centaurea kotschyi (Boiss. Et Heldr.) Hayek var.
decumbens Wagenitz ornekleri, 2017 yilinin Temmuz-Agustos aylarinda, 6zellikle bitki tiirlerinin
ciceklendigi aylarda, araziye ¢ikilmak suretiyle toplanmis ve(Davis, 1975)’in “Flora of Turkey and the
East Aegean Islands” adli eserinden faydalanilarak Selcuk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii
Herbaryumu’nda teshis edilmislerdir. Centaurea kotschyi toprak iistii kisimlar1 gélgede kurutulmus, bir
degirmen araciligtyla ince toz halinde Ggiitiilmiis ve steril siyah cam kavanozlarm icerisinde oda
sicakliginda muhafaza edilmislerdir. Bitkinin kamit numuneleri S. U. Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii
Herbaryumu’nda saklanmaktadir.

2.2.Hiicre ve virus

Biitiin deneylerde konak hiicre olarak insan respiratuvar sinsityal virusu (human respiratory syncytial
virus: HRSV, ATCC-VR-26)’niin duyarlilik gosterdigi insan epidermoid larinks karsinom (Hep-2,
ATCC-CCL-23) hiicre serisi kullanilmistir. Hep-2 hiicreleri ve HRSV, S. U. Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Viroloji Laboratuvari’ndan temin edilmistir.

2.3.Ekstraktlarin hazirlanmasi

Antiviral aktivitesi yoniinden arastirilan Centaurea kotschyi var. decumbens’e ait drneklerin toprak {istii
kisimlar: bir firinda (40°C) 8 saat tutularak kurutulmustur. Kurutulan bitki materyalleri degirmende
ogiitiilerek toz haline getirilmistir. Toz halindeki bitki materyalinden 10’ar g tartilarak ayr1 ayr1 250 ml
ultra saf su ve 250 ml metanoliin igerisine konulmus ve 25-37°C sicaklikta ultrasonik homojenizator
cihazi (Bandelin SONOPULS MS?73) ile 1 saat ultrasonikasyona tabi tutulmuslardir. Protokol sirasinda
orneklerdeki fitokimyasallarin sicakliktan dolayr bozulmasini 6nlemek amaciyla sicakligmn 40°C’nin
altinda tutulmasma oOzellikle dikkat edilmistir. Metanol ekstraktlarmm 35-40°C’de 200-250 rpm’e
ayarlanan rotary evaporatdrde (IKA RV10) ¢oziiciileri tamamen ugurulmustur. Evaporasyon isleminden
sonra ekstraktlar -800C’de (NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC-U410 premium) dondurulmustur.
Dondurulmus ekstraktlar liyofilizasyon cihazi (SCANVAC) ile -110°C’de 2 giin boyunca bekletilerek
kurutulmustur. Liyofilize haldeki metanol ve su ekstraktinin her 1000 mg’1 10 ml EMEM (serumsuz)
icinde ¢ozdiiriilerek 100 mg/ml konsantrasyonunda stok soliisyonlar hazirlanmistir. Stok soliisyonlar
0.22 pm’lik milipor filtreden gegirilerek steril edilmis ve 2 ml’lik tiiplere 1’er ml boliistiiriilerek,
kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmustir. Sitotoksisite ve antiviral aktivite testlerinde kullanilacak
ekstrakt diliisyonlar1 bu stoklardan hazirlanmistir.

Insanlarda RSV enfeksiyonlarmin tedavisi i¢in onaylanmus bir ila¢ olan ribavirin (RBV, R9644-10 mg,
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Sigma, USA) ticari olarak saglanmustir. Steril bir deney tiipiiniin igerisine toz halindeki ribavirinden 5
mg konulduktan sonra, lizerine 5 ml EMEM (serumsuz) eklenmistir. Elde edilen 1000 pg/ml
konsantrasyonundaki siispansiyon 0,2 pm por ¢apindaki milipor filtreden gegirilerek 10 ml’lik siseye
stiziilmiis ve 1 dk siireyle vorteksle karistirilmigtir. Stok soliisyon deneylerde kullanilincaya kadar -
80°C’da saklanmuistir (+4°C’da saklandiginda, 1 hafta iginde kullanilmistir).

2.4.Sitotoksisite testi

Hiicre canlilik testinin kriter olarak alindigi ekstraktlarin ve RBV ’nin sitotoksik etkilerini belirlemede,
kolorimetrik XTT metodu(Eskiocak ve ark., 2008) kullanilmistir. Test, 6zetle soyle uygulanmistir: 96
kuyucuklu bir mikropleytin 1. kolonu besiyeri kontrol (BK), 2. kolonu hiicre kontrol (HK) olarak
kullanilmustir. BK olarak kullanilan 1. kolondaki 8 adet kuyucugun her birine 100 pl EMEM (serumsuz)
+ 50 pl %10 FBS’li EMEM konulmustur. 3. kolon harig, geriye kalan 10 kolondaki (yani, 2, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11 ve 12. kolondaki) kuyucuklarin her birine 100’er pl EMEM (serumsuz) konulmustur.
Ekstraktlarin stok soliisyonundan (100 mg/ml) 75 mg/ml konsantrasyonda bir g¢alisma soliisyonu
hazirlanmistir (toplam 2 ml). Bu amagla, ekstraktlarin stok soliisyonundan 1.5 ml alimmuis ve {izerine 0.5
ml EMEM (serumsuz) konulmustur. 3. kolonda bulunan 8 adet kuyucugun her birine ekstraktlarin
calisma soliisyonundan (75 mg/ml) 200 pl konulmustur. 8 kanalli otomatik bir pipet ile 2. kolondaki
kuyucuklardaki ¢alisma soliisyonundan 100’er pl alinip 3. kolondaki kuyucuklara 100’er pl taginmustir.
Daha sonra 3. kolondaki kuyucuklarda yer alan ekstrakt sulandirmalarindan 100’er pl alinip, 4. kolondaki
kuyucuklara 100’er pL taginmistir. Tagima iglemleri 12. kolondaki kuyucuklara kadar devam ettirilerek
log2 tabanima gore sulandirmalar (75.00, 37.50, 18.75, 9.38, 4.69, 2.34, 1.17, 0.59, 0.29, 0.15 mg/mL)
hazirlanmistir. Ayni1 islemler, baska bir mikropleyt kullanilarak RBV icin de uygulannustir. ilk 6nce,
RBV’nin stok soliisyonundan (1000 pg/ml) 750 pg/ml konsantrasyonda bir ¢aligma soliisyonu
hazirlanmistir (toplam 2 ml). Bu amagla, RBV ’nin stok soliisyonundan 1.5 ml alinmig ve iizerine 0.1 ml
serumsuz EMEM konulmustur. 3. kolonda bulunan 8 adet kuyucugun her birine RBV’nin ¢aligma
soliisyonundan (750 pg/ml) 200 pl konulmustur. 8 kanalli otomatik bir pipet ile 2. kolondaki
kuyucuklardaki stok soliisyonlardan 100°er pl alinip 3. kolondaki kuyucuklara 100’er pl tasimmuistir.
Daha sonra 3. kolondaki kuyucuklarda yer alan RBV sulandirmalarindan 100’er pl alinip, 4. kolondaki
kuyucuklara 100’er pl tasmmuistir. Tagima islemleri 12. kolondaki kuyucuklara kadar devam ettirilerek
log2 tabanina goére sulandirmalar (750.00, 375.00, 187.50, 93.75, 46.88, 23.44, 11.72, 5.86, 2.93, 1.46
pg/ml) hazirlanmistir. 2 dahil 12°ye kadar olan kolonlardaki kuyucuklarin her birine mililitresinde 1 X
105 hiicre igeren HEp-2 hiicre siispansiyonundan 50’ser pl konulmustur (kuyucuk bagina 5000 hiicre).
Mikropleytler 3 giin siireyle %5 CO2’li nemli bir inkiibatérde 37°C’de inkiibe edildikten sonra, ticari
olarak elde edilen XTT ayiracinin 5 ml’si ile yine ticari olarak elde edilen PMS aktivatoriinin 0.1
ml’sinin karigtirilmastyla hazirlanan karigimdan her kuyucuga 50°ser pl konulmustur. Mikropleytler,
boyanin kuyucuklara homojen bir sekilde dagilmasi i¢in hafifce galkalanmistir. Mikropleytler, XTT
formazan iiriiniiniin olugmasi i¢in 3 saat daha inkiibe edilmistir. Optik dansisite (OD)’ler, 490 nm bir test
dalga boyu ve 630 nm bir referans dalga boyunda bir ELISA okuyucusunda (Multiskan EX, Labsystems)
okutularak 8 kuyucuktan elde edilen OD ortalamalar1 kaydedilmistir. Testler ii¢ kopya olarak yapilmis
ve sonuglar hiicre kontrole gore ortalama sitotoksisite % orani olarak gosterilmistir. Sitotoksisite %
oranini hesaplamak i¢in, A’nin hiicre kontroliin OD’sini, B’nin ekstrakt (veya RBV) ile muamele edilmis
hiicrelerin OD’sini temsil ettigi asagidaki formiil kullanilmistir(Andrighetti-Frohmer ve ark., 2003):

o (A - B)
Sitotoksisite (%) = T x 100

Hesaplanan sitotoksik etki yiizdeleri test edilen ekstraktlarm (veya RBV’nin) ilgili konsantrasyonlarina
kars1 grafige doniistiiriilmiistiir. HK’ler ile karsilagtirildiginda ekstraktlar (veya RBV) ile muamele
edilmis hiicrelerin OD’sini %50°ye kadar azaltan konsantrasyon olarak tanimlanan Sitotoksik
Konsantrasyon50 (CC50) degerleri, elde edilen verilerin 1s1§inda GraphPad Prism Version 5.03 istatistik
programi yardimiyla non-linear regresyon analizi uygulanarak belirlenmistir(Ho, 2008). HK’lerin
OD’leri ile karsilastirilarak ekstraktlarin  (veya RBV’nin) MNTK (maksimum non-toksik
konsantrasyon)’leri belirlenmistir. Belirlenen bu MNTK’ler ekstraktlarm ve RBV’nin antiviral
aktivitesinin saptanmasinda kullanilmistir.

2.5.Antiviral aktivite testi

Ekstraktlarn HEp-2 hiicrelerine kars1 belirlenen MNTK ’lerinden 10 misli daha konsantre olacak sekilde
hazirlanan sulandirmalarindan baslamak {izere Log2 tabanina gore hazirlananan sulandirmalart RSV’ye
kars1 antiviral aktiviteleri yoniinden XTT metodu(Chiang ve ark., 2003) ile 100 DKID50 oraninda
sulandirilmig virus dozuna karsi kontrol edilmistir. Yontem asagida tarif edildigi sekilde uygulanmistir:
Tripsin ile muamele edilen HEp-2 hiicrelerinin %2 FBS iceren EMEM (hiicre idame besiyeri)
kullanilarak 1 x 105 hiicre/ml konsantrasyonda olacak sekilde siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan
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bu hiicre siispansiyonlarindan 96 kuyucuklu kiiltlir pleytlerinin kuyucuklarina (BK olarak kullanilan
pleytin 8 kuyucugu hari¢) kuyucuk basma 70 pl voliimde (7000 hiicre/kuyucuk) ekim yapilmistir.
37°C’de %5 CO2’li ortamda 24 saat inkiibasyondan sonra, kuyucuklara (pleytin BK olarak kullanilan 1.
kolonu ile HK olarak kullanilan 2. kolonundaki 8 kuyucuk hari¢) idame besiyeri (%2 FBS’li EMEM)
kullanilarak 100 DKiD50 / 0.1 ml oraninda sulandirilan RSV siispansiyonundan 20’ser ul konulmustur.
Mikropleytin 3. kolonundaki 8 adet kuyucuk Virus Kontrol (VK) olarak kullanilmistir. Mikropleytin BK
olarak kullanilan 1. kolonu ile HK olarak kullanilan 2. kolonundaki 8 adet kuyucuga 20’ser ul idame
besiyeri konulmus ve pleyt 2 saat daha inkiibe edilmistir. Ekstraktlarin stok soliisyonlarmdan (100
mg/ml) %2 FBS icerecek sekilde 10 x MNTK’de sulandirmalar1 hazirlanmistir (toplam 2 ml). Daha
sonra, 10 x MNTK’deki ekstrakt soliisyonlarindan idame besiyeri kullanilarak seri halinde 2 misli
sulandirmalar hazirlanmistir (toplam 1°er ml). iki saatlik inkiibasyon siiresinden sonra, 96 kuyucuklu
mikropleytlerin 4. kolonlarindaki 8’er kuyucuga hazirlanan 10 x MNTK’deki ekstrakt
sulandirmalarindan 10’ar pl konulmustur. Mikropleytlerin geriye kalan 8 kolonundaki kuyucuklara (yani,
5,6,7,8,9, 10, 11 ve 12. kolonlardaki kuyucuklara) da ekstraktlarm (10xMNTK)/2, (10xMNTK)/4,
(10xMNTK)/8, (10xMNTK)/16, (10xMNTK)/32, (10xMNTK)/64, (10xMNTK)/128, (10xMNTK)/256
konsantrasyonundaki sulandirmalarindan 10’ar pl konulmustur. Mikropleytlerin BK, HK ve VK olarak
kullanilan kolonlarindaki kuyucuklarina da 10’ar pl idame besiyeri konulmustur. Ayni islemler, baska bir
mikropleyt kullanilarak RBV i¢in de uygulanmistir. RBV ’nin stok soliisyonundan (1000 pg/ml) %2 FBS
icerecek sekilde 10xMNTK’de bir sulandirmasi hazirlanmistir. Daha sonra, 10xMNTK’deki RBV
soliisyonundan idame besiyeri kullanilarak seri halinde 2 misli sulandirmalar [(10xMNTK)/2,
(10xMNTK)/4, (10xMNTK)/8, (10xMNTK)/16, (10xMNTK)/32, (10xMNTK)/64, (10xMNTK)/128,
(10xMNTK)/256] hazirlanmigtir. Bundan sonra, ekstraktlarin antiviral aktivitesinin belirlenmesinde
uygulanan basamaklar takip edilmistir. Pleytlerin kapagi kapatilmig ve 37°C’de %5 CO2’li ortamda 3
giin siireyle inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyondan sonra, ticari olarak elde edilen XTT ayrracinmn 5 ml’si
ile yine ticari olarak elde edilen PMS aktivatoriiniin 0.1 ml’sinin karigtirilmasiyla hazirlanan karisimdan
her kuyucuga 50’ser pl konulmustur. Boyanm kuyucuklara homojen bir sekilde dagilmasi igin pleytler
hafif¢e ¢alkalanmistir. XTT formazan iriiniiniin olusmasi i¢in pleytler 2 saat daha inkiibe edilmistir.
OD’ler, 490 nm test dalga boyu ve 630 nm referans dalga boylarinda bir ELISA okuyusunda (Multiskan
EX, Labsystems) okutularak 8 kuyucuktan elde edilen OD ortalamalar1 kaydedilmistir. Farkli ekstrakt
(veya RBV) konsantrasyonlarinin virusa karsi koruma yiizde oranlari, spektrofotometrik olarak agagidaki
formiilden hesaplanmistir(Andrighetti-Frohmer ve ark., 2003):

Koruma %’si =[ (A-B) / (C—B) x 100 ]

Enfekte hiicrelerin % 50’sinde koruma saglayan ekstrakt (veya RBV) konsantrasyonu olarak tanimlanan
EC50 degeri, ekstrakt (veya RBV) konsantrasyonlarma karsi belirlenen koruma % oranlarindan
yararlanilarak, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programi kullanilarak non-linear regresyon
analiziyle belirlenmistir. Ekstraktlarin segicilik indeksi (SI) ise, CC50/EC50 oranindan hesaplanmustir.
Deneyler 3 kez tekrarlanmistir.

3. Bulgular

3.1. Virus Titrasyonu

Aragtirmada kullanilan RSV’nin HEp-2 hiicreleri kullanilarak gergeklestirilen mikrotitrasyon testi
sonucunda titresi, 3. giin sonunda DKiD50 = 10-4.5/0.1 ml olarak saptanmustr.

3.2. Sitotoksisite Testi Sonuclar

Bu calismada, Centaurea kotschyi (Boiss. Et Heldr.) Hayek var. decumbens Wagenitz’den elde
edilen metanol ve su ekstraktlari, kolorimetrik XTT testi ile RSV’ye kars1 antiviral aktiviteleri
yoniinden incelenmistir. Antiviral testlerin gerceklestirilmesi i¢in 6n kosul olarak, virus-konakgi
hiicrelerine (RSV-HEp-2) kars1 ekstraktlarin ve RSV’ye kars1 pozitif kontrol olarak kullanilan
RBV’nin sitotoksisiteleri kolorimetrik hiicre canlilik testi ile arastirilmistir. Centaurea kotschyi var.
decumbens metanol ve su ekstraktlarmin MNTK’leri sirasiyla 391 pg/ml ve 98 pg/ml, CC50
degerleri ise sirastyla 685.86 pg/ml ve 901.03 pg/ml olarak belirlenmistir (Tablo 1).

RSV’ye kars1 pozitif kontrol olarak kullanilan RBV’nin MNTK’sini ve CC50 degerini saptamak
icin 3 kopya halinde gergeklestirilen test sonucunda hesaplanan sitotoksisite % oranlart Tablo 1°de
gosterilmektedir. Ribavirin’in MNTK’si 0.98 pg/ml, CC50 degeri ise 117 pg/ml olarak
belirlenmistir (Tablo 1).

3.3. Antiviral Aktivite Testi Sonuglart

Centaurea kotschyi var. decumbens metanol ve su ekstraktlarinin EC50 degerleri, bu ekstraktlarin farkl
konsantrasyonlarina kars1 belirlenen koruma % oranlarmin grafige doniistiirilmesiyle, GraphPad Prism
istatistik programi ile non-linear regresyon analizi uygulanarak uygulanmistir. Centaurea kotschyi var.
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decumbens metanol ekstraktinin EC50 degeri 27.10 pg/ml, SI degeri 25.31 olarak tespit edilirken,
Centaurea kotschyi var. decumbens su ekstraktinin EC50 degeri 22.00 pg/ml, ST degeri ise 40.96 olarak
tespit edilmistir (Tablo 1).

RBV’nin EC50 degeri, GraphPad Prism istatistik programi kullanilarak non-linear regresyon analiziyle
4.19 pg/ml olarak belirlenmis, CC50’nin EC50’ye orani olarak tanimlanan segicilik indeksi (SI) ise,
27.92 olarak belirlenmistir (Tablo 1).

Bitki Tiirii Ekstrakt Toksisite Antiviral
Tiirii aktivite
MNTK CC50 EC50 Sl
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Centaurea kotschyi var. | Metanol 391 685.86 27.10 25.31
Decumbens Su 98 901.03 22.00 40.96
RBV 0.98 117.00 4.19 27.92

Tablo 1. Centaurea kotschyi var. decumbens metanol ve su ekstraktlarinin sitotoksisite ve antiviral
aktivite deneyleri toplu sonuglari
RBYV: Ribavirin
MNTK: Maksimum Non-Toksik Konsantrasyon
CC50: % 50 hiicre toksisitesinin konsantrasyonu
EC50: Enfekte hiicrelerin % 50’sinde koruma saglayan konsantrasyon
SI: Segicilik indeksi

4. Tartisma

RSV, iist solunum mukozasini enfekte edebilmekte ve baslangigta nazofarenkste replike olabilmektedir.
RSV muhtemelen sekresyonlarin aspirasyonu ile alt solunum sistemine hizla yayilabilmektedir. RSV esas
olarak alt solunum yollarinin patolojisi ile morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir. Bu nedenle, RSV
enfeksiyonunun yonetimi hem iist hem de alt solunum yollarinin viral enfeksiyonunu engellemek i¢in
etkili bir stratejiye ihtiya¢ duymaktadir(Collins ve Crowe, 2007).

Bu ¢alisma, Centaurea kotschyi var. decumbens’den hazirlanan metanol ve su ekstraktlarinin insan st
solunum sistemi hiicrelerinde (HEp-2) RSV nin neden oldugu sitopatik etkilerin inhibe edilmesinde RSV
enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilan standart ilag RBV ile esdeger hatta daha etkili oldugunu
gostermistir. Tablo 1° de goriildiigi gibi, Centaurea kotschyi var. decumbens metanol ve su ekstraktlarmin
EC50 degerleri sirastyla 27.10 pg/ml ve 22.00 png/ml olarak tespit edilirken, SI degerleri sirasiyla 25.31
ve 40.96 olarak tespit edilmistir. RBV nin EC50 ve SI degerleri ise sirastyla 4.19 pg/ml ve 27.92 olarak
tespit edilmistir. Ekstraktlarin HEp-2 hiicreleri {izerine RSV enfeksiyonlarina karsi standart ilag olarak
kullanilan RBV’den daha az toksik oldugu, ekstraktlar ve RBV’nin CC50 degerlerinin EC50
degerlerinden daha yiiksek oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bu durum, antiviral bir ajanin giivenirligi
bakimindan dnemlidir(Schinazi ve ark., 2009). Ayrica yapilan bir aragtirmada, 10 ve 10’dan biiyiik SI
degerlerinin test ekstraktlarinin potansiyel olarak giivenilir antiviral aktivitesinin gostergesi olarak kabul
edilmesi gerektigi bildirilmistir(Chattopadhyay ve ark., 2009).

Yapilan bu galisma disinda, Centaurea tirlerine ait ekstrakt ve bilesenlerin anti-RSV aktivitelerinin
degerlendirildigi hi¢bir c¢alisma bulunmamakta, diger DNA ve RNA viruslarina karsi antiviral
aktivitelerin degerlendirilmesine yonelik ise ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir(Rusak ve ark., 1997; Ozgelik
ve ark., 2009; Uzuncar ve Duman, 2016).

(Ertugrul ve ark., 2003) yaptiklar1 calismada, Centaurea kotschyi var. decumbens’in ugucu yaginin temel
bilegenlerinin seskiterpenler oldugu tespit edilmistir. Yine degisik Centaurea tiirlerinin kimyasal bilesimi
tizerinde yapilan arastirmalar sonucunda bu tiirlerin flavonoit ve seskiterpen laktonlar bakimindan zengin
bir i¢eriginin bulundugu saptanmistir. Bunlarin yani sira antosiyaninler, aromatik asitler, fitosteroller,
alkaloitler gibi degisik kimyasal yapilara da rastlamak miimkiindiir(Aslan ve Oksiiz, 1999). Yapilan
caligmalar flavonoitlerin anti-RSV etkileri yaninda(Shang ve ark., 2001), antifitoviral etkilere de sahip
oldugunu ortaya koymustur(Rusak ve ark., 1997). Calismamizin materyalini teskil eden Centaurea
kotschyi var. decumbens’den elde edilen ekstraktlarimn RSV’ye kars1 yliksek derecede antiviral etkiye
sahip olmasi, her ne kadar bu tiiriin kimyasal bilesenlerini ortaya koyan kapsamli bir ¢calisma olmasa da,
diger Centaurea tiirlerinin 6zellikle flavonoitler bakimmdan zengin oldugu g6z Oniine alnarak,
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Centaurea kotschyi var. decumbens’de bulunabilecek basta flavonoitler olmak iizere diger bilesenlerin
varligina baglanabilir.

5. Sonuc ve Oneriler

Yapilan bu caligmada, kolorimetrik XTT testi ile anti-RSV aktiviteleri yoniinden test edilen Centaurea
kotschyi var. decumbens tiiriine ait metanol ve su ekstraktlarmin pozitif kontrol olarak kullanilan RBV
ile esdegerde hatta daha da yiiksek sayilabilecek anti-RSV aktiviteye sahip oldugu ortaya konulmustur.
Ancak, ekstraktlarm kimyasal kompozisyonlarmin tespit edilerek elde edilen saf bilesiklerin teste tabi
tutulmamasinin dogru ve giivenilir sonuglar elde edilmesi bakimmdan dnemli bir eksiklik oldugu da bir
gercektir. Bu nedenle, bundan sonra yapilacak arastirmalarda bu eksiklikler giderilerek, ayni tiire ait
ekstraktlarda anti-RSV aktiviteden sorumlu bilesikler ve bu bilesiklerin antiviral etki mekanizmalar1
tespit edilmeye ¢alisilabilir.
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